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SOMMAIRE 
 
 
 
La production des arbres de Noël représente un marché distinct et marginal comparé aux 
autres types de production végétale. En effet, comme la valeur des arbres vendus dans ces 
activités économiques est proportionnelle à la qualité du feuillage, les différents facteurs 
influençant ce paramètre sont donc dominants dans les considérations des organismes 
régissant et encadrant cette culture. Les maladies d’origine fongique s’attaquant au feuillage 
des arbres de Noël représentent un phénomène environnemental important dans cette optique, 
engendrant des pertes de plus en plus prononcées dans les plantations du Québec. Dans le cas 
de cette province, considérée comme la plus grande productrice canadienne, la majorité des 
plantations produisent des sapins baumiers (Abies balsamea) qui sont, depuis ces dernières 
années, en proie à une maladie foliaire nommée la brûlure de la pousse. Cette maladie, causée 
par Delphinella abietis et Delphinella balsameae, est caractérisée par des symptômes comme 
un recroquevillement des aiguilles faisant partie des pousses de l’année, en plus de l’apparition 
de fructifications foncées visibles à l’oeil nu un an après l’infection. Même si des traitements 
aux fongicides sont présentement employés dans le but de contrôler cette maladie, la minime 
quantité d’informations disponibles au sujet des agents causaux et du cycle d’infection rend 
ces tentatives peu efficaces et relativement dommageables pour l’environnement. De plus, les 
seuls diagnostiques présentement disponibles pour les organismes de dépistage sont les 
observations au microscope des structures de dissémination qui n’est possible qu’à l’apogée 
des symptômes, rendant les diagnostics inefficaces pour contrer la maladie. 
 
 
Le but de ce projet de recherche était donc d’en apprendre davantage sur le cycle d’infection 
du Delphinella au Québec, de pouvoir isoler et caractériser les différents champignons qui 
sont présents au cours de la brûlure de la pousse et finalement de produire des outils 
diagnostiques, basés sur la technique des PCRs, qui permettraient de détecter plus rapidement 
et efficacement les agents pathogènes impliqués dans la brûlure de la pousse. 
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À l’aide d’échantillonnages réguliers au courant des étés 2015 et 2016, des tendances plaçant 
les étapes critiques du cycle d’infection au début du mois de juin ont pu être observées par 
rapport à la dissémination des spores. Les échantillons récoltés en plantation suite à 
l’exposition ont permis l’acquisition d’aiguilles infectées qui ont été utilisées afin de pouvoir 
isoler les agents causaux de cette maladie. En effet, la dissection et le broyage des 
fructifications suivis par la mise sur milieu de culture des lysats résultants ont permis d’isoler 
plusieurs endophytes du sapin baumier. De plus, des isolements ont aussi été effectuée en 
plaçant au-dessus de la surface de milieux de culture stériles des fructifications, associées aux 
symptômes de la maladie, pendant l’étape de la dissémination et en obtenant ainsi une 
multitude de colonies appartenant à la même espèce. Dans les deux cas, l’identification 
moléculaire à l’aide du séquençage de la région ITS a permis de mettre en évidence 
l’acquisition d’isolats appartenant à l’espèce D. balsameae. Une autre espèce d’agent 
pathogène, Sydowia polyspora, a aussi été isolé à plusieurs reprises au cours du projet. Des 
protocoles de PCR basés sur la technique de type « touchdown » ont été développés afin de 
pouvoir détecter ces deux agents pathogènes dans les aiguilles de sapins. Pour ce faire, la 
région ITS ainsi que deux autres régions génétiques, le gène codant pour le facteur 
d’élongation 1 alpha (EF1A) et le gène codant pour la beta-tubuline (BTUB) ont été séquencés 
chez les isolats afin de concevoir des amorces spécifiques à l’ADN génomique des espèces 
ciblées. Les amorces se sont avérées efficaces pour détecter spécifiquement les deux 
champignons étudiés dans les aiguilles de sapins avec un seuil de détection de 10 ng/µl. De 
plus, ces outils de détection ont permis de déterminer des tendances quant à l’occurrence de D. 
balsameae qui n’est détecté que dans des aiguilles infectées et S. polyspora qui est autant 
retrouvé dans les aiguilles infectées que saines. Finalement, des sapins baumiers juvéniles ont 
été mis ou non en contact avec des aiguilles contaminées et apparemment matures en ce qui a 
trait à la dissémination des ascospores afin de confirmer le rôle d’agent pathogène de D. 
balsameae dans l’établissement de la brûlure des pousses. Deux mois après l’exposition, les 
arbres présentaient des symptômes de stress qu’ils aient ou non, été exposés à l’agent 
pathogène. Par contre, D. balsameae a pu être détecté avec les outils de diagnostic seulement 
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dans certains des arbres exposés aux aiguilles porteuses de spores. Le projet a permis le 
développement d’outils qui pourront être appliqués dans la lutte contre cette maladie en 
expansion. 
 
 
Mots clés : arbres de Noël, brûlure de la pousse, Delphinella balsameae, dépistage, diagnostic, 
endophytes, PCR, sapin baumier. 
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Chapitre 1  
 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
 
1.1 Le marché des arbres de Noël 
 
 
La production ainsi que la vente d’arbres de Noël représentent une industrie comportant 
plusieurs facettes marginales comparées à celles qu’on peut retrouver dans les autres 
productions végétales telles que les autres commerces du bois. Les activités de cette industrie, 
produisant dans le monde approximativement 100 millions d’arbres par année (Chastagner et 
Benson, 2000), sont surtout concentrées en Europe, dans des pays comme l’Allemagne, la 
France et le Danemark et en Amérique du Nord, particulièrement aux États-Unis et au Canada 
(Chastagner et Benson, 2000). Du côté du Canada, le marché des arbres de Noël naturels a 
généré des avoirs de $ 78,4 millions en 2015, ce qui représente un accroissement de 21,6 % 
comparé à 2014 (Statistics Canada, 2016). Des revenus obtenus dans l’industrie pendant cette 
année, 52,8% des recettes provenaient de l’exportation des sapins dans d’autres pays autour du 
globe. Les trois provinces représentant la majorité des exportations dans d’autres pays 
correspondent, en ordre décroissant de production, au Québec, à la Nouvelle-Écosse ainsi 
qu’au Nouveau-Brunswick (Statistics Canada, 2016). En se fiant aux statistiques disponibles 
pour 2015, le Québec produisait à lui seul 61,7 % des arbres canadiens qui ont été exportés, ce 
qui constitue une part du marché considérable par rapport au reste du Canada. Dans le cas de 
la province du Québec, la majorité des 280 entreprises produisant des arbres de Noël sont 
situées dans deux régions administratives, soit l’Estrie et Chaudière-Appalaches (Agriculture 
Pêcheries et Alimentation Québec), ce qui explique, entre autre, la présente motivation 
d’examiner les différentes problématiques liées aux pratiques culturales de cette industrie qui 
sont, à ce jour, peu étudiées par les recherches scientifiques et qui représentent un impact 
considérable pour un marché local. 
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1.2 Pratiques culturales des plantations 
 
 
Au Québec, la majorité des arbres produits appartiennent à l’espèce des sapins baumiers 
(Abies balsamamea) et à celle des sapins Fraser (Abies fraseri). Ces deux types de sapin sont 
considérés comme des espèces distinctes par l’office gouvernemental régissant cette industrie, 
le ministère de l’Agriculture, des Pêcheries et de l’Alimentation du Québec (MAPAQ) 
(Agriculture Pêcheries et Alimentation Québec) ainsi que par la National Christmas Tree 
association qui comprend des producteurs d’arbres de Noël d’Amérique et d’Europe 
(Mckinley). Par contre, cette taxonomie semble controversée dans la communauté 
scientifique. En effet, des documents moins récents décrivent aussi ces deux types de sapins 
comme des espèces semblables (Robson et al., 1993) puisque l’hybridation entre ces deux 
espèces a été observée à plusieurs reprises (Hawley et DeHayes, 1985; Stewart et Globig, 
2012) et est même utilisée dans certaines plantations pour produire des sapins avec de 
nouvelles caractéristiques, ce qui illustre la proximité génétique des deux types de sapin. De 
plus, certaines évidences phylogénétiques ont récemment prouvé que les sapins Fraser, ainsi 
que les sapins intermédiaires (Abies balsamea var. phanerolepsis) devraient tous être 
considérés comme des variétés du sapin baumier dû aux similarités dans la comparaison de 
leurs marqueurs génétiques (Potter, 2006; Potter et al., 2010). Considérant les évidences 
suggérant que les sapins Fraser font partie de l’espèce A. balsamea ainsi que la présence 
hétérogène et désordonnée des deux types de sapin et des hybrides dans les plantations, les 
arbres décrits dans ce document seront tous considérés comme des sapins baumiers.  
 
 
Cette espèce de sapin, aussi utilisée dans le bois d’œuvre ainsi que dans l’industrie du papier, 
se retrouve partout dans les climats froids et humides qui caractérisent le Nord-Est de 
l’Amérique du Nord, autant au Canada qu’aux États-Unis. Cet arbre monoïque débutera sa 
floraison en mai pour ensuite commencer la pollinisation à la fin du mois de juin au deuxième 
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été du cycle, la reproduction ne débutant qu’après environ 20 à 30 ans de vie.  Dans le cadre 
de la production de ces sapins, les graines proviennent souvent de parents inconnus, mais 
certaines sélections locales peuvent être utilisées dans le marché. En ce qui a trait à la 
croissance de l’arbre, les bourgeons des rameaux débuteront normalement leur cycle en juin 
afin de produire les pousses de l’année. Cette espèce d’arbre présente un accroissement du 
diamètre latéral à hauteur de poitrine entre 1 et 6,1 cm, tandis que l’augmentation annuelle en 
hauteur de l’arbre a été rapportée comme étant lente et très variable en fonction du type de sol 
retrouvé. L’intérêt cultural de cette espèce de conifère dans le contexte de l’industrie des 
arbres de Noël est expliqué par sa fragrance, sa forme et sa forte rétention des aiguilles après 
la coupe de l’arbre (Frank; Hart, 1959; Ohio Department of Natural ressources). 
 
 
Un autre aspect particulier des cultures d’arbres de Noël au Québec est le type de régie 
culturale. Deux grandes catégories de pratiques peuvent être observées dans les plantations du 
Québec. La première consiste en la plantation cultivée, où les sapins sont plantés dans des 
parcelles à égale distance et sont ainsi dans la même catégorie d’âge pendant leur croissance. 
La seconde, moins populaire au Québec, est la plantation de type naturelle qui consiste à 
replanter des arbres dans une population de sapin déjà existante où des individus ont été 
prélevés l’année précédente (Pettigrew, 2011).  
 
 
Finalement, contrairement aux cultures agronomiques et même aux activités de l’industrie 
forestière classique, la production d’arbres de Noël est majoritairement centrée sur un objectif 
particulier, soit l’aspect des tissus aériens des arbres exploités. Cette culture atypique est aussi 
associée à un long investissement de la part des producteurs tout au long du processus, un 
arbre de 2,5 mètres devra, en moyenne, être cultivé pendant 14 ans, de l’ensemencement à la 
récolte (Agriculture Pêcheries et Alimentation Québec). Considérant cet objectif et les 
différentes contraintes de cette culture, il est instinctif d’assumer qu’un effort particulier doit 
être mis en œuvre pour protéger ces conifères des différentes situations qui pourraient 
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potentiellement produire des pertes importantes dans la qualité du feuillage ou encore causer 
la mort de l’hôte à long terme. 
 
 
1.3 Perturbations du feuillage des sapins dans l’industrie de l’arbre de Noël 
 
 
Du côté des perturbations abiotiques, les pertes dans la qualité du feuillage peuvent être 
normalement attribuées à deux facteurs. En premier lieu, les pratiques culturales dans 
l’industrie peuvent causer des dommages aux sapins. Un exemple concret pourrait être les 
blessures mécaniques causées par les instruments des employés de la plantation, comme les 
sécateurs qui servent à tailler les arbres une fois par année ou encore les pesticides utilisés, 
notamment les herbicides, qui peuvent endommager le feuillage ou encore produire une 
malformation des pousses qui vont éventuellement causer la dépréciation de la qualité de 
l’arbre atteint (PennState Extension, 2017; Pettigrew et al., 2014). Dans ce cas, des pratiques 
plus responsables vont être conseillées aux producteurs afin d’éliminer ces risques. En second 
lieu, une grande quantité de dommages abiotiques peuvent être attribués aux conditions 
environnementales. En effet, des évènements comme les gels hivernaux et printaniers, les 
carences minérales ou bien les sécheresses durant l’été peuvent avoir un impact négatif 
important sur l’aspect des aiguilles ainsi que sur la santé globale des arbres cultivés (PennState 
Extension, 2017; Pettigrew et al., 2014). Certaines pratiques culturales, comme 
l’éclaircissement des bandes boisées environnantes dans le cas des gels en hiver peuvent être 
mises en oeuvre pour moduler ces phénomènes sans toutefois contrôler leur symptômes en 
entièreté. Au Québec, ces types de dommages ne sont toutefois généralement pas considérés 
comme alarmant dans les plantations d’arbres de Noël, surtout en les comparant aux 
dommages biotiques qu’on peut y retrouver. 
 
 
Beaucoup d’organismes diversifiés peuvent être impliqués dans le cas des dommages 
biotiques effectués au feuillage des arbres. Premièrement, certains animaux comme les cerfs 
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de Virginie (Odocoileus virginianus), les lièvres et les oiseaux peuvent endommager des tissus 
aériens en broutant ou encore en se perchant sur les branches ou les tiges (Pettigrew et al., 
2014; Potvin et al., 2003; United States Department of Agriculture, 2014). Par contre, ces 
dégâts sont encore considérés au Québec comme des dommages mineurs et peu de moyens 
sont donc investis pour s’y soustraire (Pettigrew et al., 2014). Une catégorie d’agents causant 
des dégâts importants dans les tissus aériens peut être attribuée aux insectes parasites. En effet, 
plusieurs ravageurs comme la cécidomyie du sapin (Paradiplosis tumifex) et le puceron des 
pousses du sapin (Mindarus abietinus) sont considérés comme des insectes nuisibles à forte 
fréquence dans les plantations (Berthiaume et al., 2000; Natural Ressources Canada, 2015a; 
Osgood et al., 1992; Pettigrew et al., 2014). Ces parasites vont respectivement causer des 
dommages de galles, des recroquevillements d’aiguilles et des décolorations sur les aiguilles 
qui entraînent des pertes importantes quant à la qualité du produit final. 
 
 
Finalement, une dernière catégorie de ravageurs semble de plus en plus présente dans les 
plantations du Québec, ce qui apporte de nouvelles inquiétudes dans l’industrie des arbres de 
Noël et chez les différents organismes publiques et privés qui y sont associés. Cette dernière 
catégorie d’agents causant des dommages au feuillage est représentée par les champignons 
phytopathogènes qui induisent une multitude de maladies susceptibles de résulter en pertes 
importantes de capitaux pour les producteurs. 
 
 
1.4 Champignons causant des maladies foliaires dans les plantations de sapins 
 
 
Un large spectre d’interactions existe entre les champignons vivants dans les aiguilles et leur 
plante hôte. Ces individus sont souvent catégorisés comme des champignons endophytes, c’est 
à dire des organismes qui vivent dans les tissus végétaux des plantes et qui ne causent pas de 
symptômes durant au moins une période de leur cycle de vie (Saikkonen, 2007; Schulz et 
Boyle, 2006). Certains de ces champignons peuvent même procurer certaines caractéristiques 
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positives à l’organisme hôte (Rodriguez et al., 2009), en produisant notamment des substances 
aux activités antifongiques, insecticides, ces propriétés ayant été observées à plusieurs reprises 
chez les endophytes des conifères en général (Brownbridge et al., 2012; McMullin et al., 2015; 
Qadri et al., 2014; Ridout and Newcombe, 2015) et même chez ceux présents dans différentes 
espèces de sapin (Abies spp.) (Park et al., 2005; Yuan et al., 2011).  
 
 
Par contre, certaines espèces retrouvées dans les aiguilles de conifères sans causer des 
symptômes apparents, peuvent être potentiellement dangereuses pour leurs hôtes. En effet, une 
grande quantité d’agents pathogènes des aiguilles de sapins possèdent un stade de latence dans 
leur cycle de vie. Un premier exemple de ce cas pourrait être la rouille des aiguilles des sapins 
qui est causée par une multitude d’agents causaux au Québec (Magasi, 1974). Cette maladie, 
surtout attribuée à des représentants de l’ordre des Pucciniales, présente des symptômes 
classiques de rouille incluant des fructifications blanchâtres ou orangées en forme de cônes. 
Par contre, dans le cas de certains agents causaux de la maladie comprenant notamment 
Melampsorella caryophyllacearum, des symptômes de balais de sorcière peuvent aussi être 
observés en plantation, ce qui se traduit par une croissance disproportionnée des branches ainsi 
qu’à un aspect anormal des aiguilles (Natural Ressources Canada, 2015b; Pettigrew et al., 
2014; Solla and Camarero, 2006). Le cycle de cette maladie place l’agent causal sous la 
bannière des organismes endophytes en raison du fait qu’il inclut une période de latence où 
l’agent pathogène ne causera pas de symptômes dans les tissus infectés. Au cours des années 
suivantes, les aiguilles produites par les bourgeons éclos dans l’été présenteront des 
symptômes de la maladie présentés ci-haut (Natural Ressources Canada, 2015c, 2015d, 
2015e).  
 
 
Une autre maladie retrouvée couramment dans les plantations de sapins se nomme le rouge 
des aiguilles. Cette infection symptomatique, caractérisée par un rougissement suivi d’une 
décoloration des aiguilles infectées, est causée par une multitude de champignons pathogènes 
(Natural Ressources Canada, 2015f). Au Québec, les principaux agents causaux peuvent être 
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séparés en trois genres: Isthmiella, Lirula ainsi que Rhizosphaera (Durand et Simard, 2012). 
Du côté de Isthmiella faullii ainsi que des différents représentants du genre Lirula, le cycle 
d’infection est normalement observé sur trois ans, où la première année correspond à 
l’infection de l’aiguille par les champignons, tandis que les deux étés suivants correspondront 
respectivement à l’étape où les pycnides contenant les spores asexuées deviendront matures et 
où les asques comportant les spores sexuées des champignons dissémineront leur contenu, 
propageant l’agent causal de la maladie (Forest Service of United States Department of 
Agriculture). Par contre, les infections résultant du rouge des aiguilles causées par le genre 
Rhizosphaera diffèrent largement de celles-ci. En effet, comme ces agents pathogènes ne 
produisent que des conidies, leur cycle d’infection n’est restreint qu’à une première année où 
les aiguilles seront infectées par des spores et à une deuxième année où les conidies 
atteindront leur maturité et serviront au champignon dans la propagation de cette maladie 
(Sheufele et Brazee, 2016). 
 
 
Le brunissement des aiguilles par Herpotrichia est une autre maladie qui a attiré l’attention de 
l’industrie des producteurs d’arbres de Noël ainsi que de celle de la communauté scientifique. 
Les symptômes de cette maladie sont caractérisés par un brunissement des aiguilles sans 
spécificité pour un âge particulier suivi par l’apparition visible de mycélium qui retiendra 
l’aiguille infectée à la tige (Talgø, 2012). Cette infection, traditionnellement considérée 
comme étant causée par Nematostoma parasiticum (anciennement Herpotrichia parasitica) a 
été étudiée par un groupe de chercheurs polonais qui ont remis en question la légitimité de ce 
champignon comme principal agent causal de la maladie. Effectivement, considérant le 
manque de représentation par N. parasiticum lors des observations des fructifications et de 
l’isolement de champignons, de nouveaux candidats tels qu’un représentant du genre 
Rhizoctonia, couramment isolé dans les aiguilles, pourraient avoir un rôle important dans la 
maladie à l’étude (Kowalski et Andruch, 2010, 2012). Comme l’identité de l’agent causal est 
encore ambiguë pour cette maladie, peu d’informations sont disponibles sur le cycle 
d’infection. De plus, l’information sur le caractère épidémiologique de la maladie est absente 
dans le cas des infections en sol québécois ou même canadien. Par contre, une étude 
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norvégienne effectuée en 2007 sur des plantations de sapins turques (Abies bornmuelleriana) 
démontre que la maladie avait atteint 70% des arbres présents (Talgø et Stensvand, 2008), ce 
qui implique un danger potentiel pour les productions de sapins du Québec. 
 
 
1.5 Brûlure de la pousse 
 
 
Une dernière maladie semble avoir sonné l’alarme dans divers organismes qui encadrent la 
culture des arbres de Noël du Québec. Cette maladie, la brûlure de la pousse, est associée à 
deux organismes du genre Delphinella; Delphinella abietis ainsi que Delphinella balsameae 
(Funk, 1985). Les symptômes principaux de cette maladie consistent en un brunissement suivi 
par un recroquevillement des pousses et des aiguilles de l’année (Figure 1.1). L’année 
suivante, des périthèces noirs, visibles à l’oeil nu, feront leur apparition en grande quantité sur 
les différents tissus infectés, ce qui permet ainsi de distinguer cette maladie des dommages 
abiotiques tels que les brûlures d’hiver (Pettigrew et al., 2014; Talgø, 2012). 
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Figure 1.1  Symptômes caractéristiques de la brûlure de la pousse sur un sapin baumier 
d’une plantation de l’Estrie, Québec. 
 
 
Les deux agents pathogènes, du genre Delphinella, proviennent d’une classe des ascomycètes, 
les dothideomycetes, qui est souvent caractérisée par son omniprésence dans une multitude 
d’environnements ainsi que par la grande diversité des stratégies de vie des membres 
représentant ce groupe taxonomique (Schoch et al., 2009). Une autre caractéristique 
importante de cette classe est la grande quantité d’agents pathogènes de plantes et 
d’endophytes, notamment retrouvés dans les tissus aériens de l’hôte (Bednářová et al., 2013; 
Hyde, 2011). L’ordre de ces deux agents causaux de la brûlure de la pousse, les dothideales, 
est principalement caractérisé par une morphologie comprenant des ascostromates uni- ou 
multiloculées ainsi que des asques septées et bituniquées (Hyde et al., 2013). De plus, l’ordre 
comprend une multitude d’organismes considérés comme saprophytes ou parasites chez 
différentes plantes telles que Phaeocryptopus nudus et Sydowia polyspora en se concentrant 
sur les sapins (Funk, 1985). Le genre Delphinella contient huit espèces recensées dans la 
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littérature (Mycobank, 2016) étant morphologiquement caractérisées par des ascospores 
hyalines uniseptées contenues en grande quantité dans des asques cylindriques bituniquées. 
Delphinella strobiligena qui est l’espèce type de ce genre, est un champignon normalement 
retrouvé dans les cônes de pins (Pinus spp.) et est considéré comme un parasite dans les 
différents tissus aériens des conifères (Barr, 2001; Thambugala et al., 2014). Les deux agents 
causaux de la brûlure de la pousse sont difficilement discriminables en utilisant l’identification 
de leurs structures morphologiques, leur seule dissimilarité étant la taille de leurs structures de 
reproduction sexuée où D. abietis possède des asques (50 à 90 x 18 à 22 µm) et des ascospores 
(11 à 21 x 4 à 7 µm) plus petites que celles de D. balsameae (respectivement 80 à 140 x 33 à 
41 µm et 30 à 50 x 7 à 12 µm). Dans une étude datant de 2016, un groupe de recherche a 
réussi à isoler D. abietis chez les sapins subalpins (Abies lasiocarpa) et a prouvé, à l’aide d’un 
postulat de Koch, que ce champignon était l’agent causal de la brûlure de la pousse des sapins 
en Norvège (Talgø et al., 2016). Les travaux de recherche ayant identifié la première fois D. 
balsameae, ont pour leur part permis d’isoler l’organisme sur milieu de culture en plus de 
prouver en partie le rôle de ce champignon comme agent causal de la brûlure de la pousse 
(Waterman, 1945). Par contre, aucune culture de ce champignon n’existe à ce jour dans une 
collection et des travaux doivent encore être entrepris pour considérer ce champignon comme 
l’organisme causant la présente problématique étudiée dans cet ouvrage. 
 
 
La brûlure de la pousse, retrouvée dans la majorité des sapins (Abies spp.), est présente autant 
en Europe, dans des pays comme la Norvège et la Grande-Bretagne, qu’en Amérique du Nord, 
notamment aux États-Unis et au Canada (Merrill et al., 1997; Talgø et al., 2016). Par contre, 
les deux agents pathogènes ont des distributions géographiques différentes, D. abietis étant 
retrouvé en Europe et en Amérique, tandis que D. balsameae semble seulement présent en 
Amérique du Nord (Talgø et al., 2016). En ce qui a trait à ce continent, les premières 
observations retrouvées au sujet de cette maladie dans la littérature remontent au début des 
années 40 (Waterman, 1945) et ont principalement été faites dans l’état du Maine. On recense 
aussi des descriptions de symptômes similaires au Canada dans les années 20 qui n’ont 
ultimement jamais été associées à des maladies biotiques en raison de l’absence 
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d’observations de spores sur les pousses infectées (Waterman, 1945). Les premières 
observations plus axées sur l’épidémiologie de la maladie, ont été faites au courant des années 
60 particulièrement dans les provinces de l’ouest du Canada. Dans ce cas, D. abietis et D. 
balsameae étaient tous les deux présents et considérés comme les agents pathogènes causant 
cette maladie qui était, à l’époque, catégorisée comme étant d’importance mineure (Forest 
Research Laboratory, 1966). Par contre, de nouveaux rapports à partir de 2010 font mention 
d’importants dommages et d’un avancement de la maladie au Québec dans des régions comme 
l’Estrie, les Laurentides, le Bas-St-Laurent, Côte-Nord et la Gaspésie-Îles-de-la-Madeleine 
(Bouchard et al., 2012; Forêts Faunes et Parcs Québec; Natural Ressources Canada, 2010), ce 
qui a alerté les différents établissement qui encadrent la culture des sapins à titre d’arbres de 
Noël.  
 
 
Pour le moment, peu d’informations sont disponibles en ce qui a trait aux conséquences 
économiques et environnementales que peut causer cette maladie dans les plantations du 
Québec. Par contre, une étude traitant de l’incidence de la maladie causée par D. abietis dans 
des plantations de sapins nobles (Abies procera) de la Norvège a démontré qu’entre 1994 et 
2000, les dommages causés par cet agent pathogène ont augmenté de 31 à 87%. Les auteurs de 
cette étude ont aussi avancé que l’apparition du champignon provenait possiblement de la 
pépinière des sapins et que ce champignon pouvait probablement rester latent comme 
endophyte dans les tissus des jeunes hôtes avant de devenir pathogène (Solheim and Skage, 
2002). Au Canada, la seule mention épidémiologique provient de registres de Colombie-
Britannique où une association entre D. abietis et Pucciniastrum epilobii avait détruit de 20 à 
50 % des aiguilles dans deux régions de cette province en date de l’année 1978 et 1988 (Unger 
et Fiddick, 1978; Unger et Vallentgoed, 1988). 
 
 
Des expériences de traitements, qui avaient pour but de protéger les arbres contre cette 
maladie, ont été effectuées à quelques reprises. Une de ces études trouvée portait sur des 
sapins subalpins (Abies lasiocarpa) en Norvège infectés par D. abietis. Les deux fongicides 
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utilisés le Delan WG (dithianon) et le Euparen M (tolylfluanide) ont été appliqués deux à trois 
fois pendant la période d’élongation des bourgeons. Les résultats obtenus suite à cette étude 
ont démontré qu’il y avait un écart significatif entre la sévérité des symptômes des 
échantillons non traités et ceux ayant eu le traitement avec un des deux fongicides passant 
d’un seuil de sévérité de 67 à 90% jusqu’à un taux de 16 à 33%. Cependant, aucun écart 
significatif n’avait été obtenu entre les modèles qui avaient reçu deux et ceux qui avaient reçu 
trois traitements (Talgø et Stensvand, 2008). Du côté du Québec, des travaux du ministère de 
l’Agriculture, des Pêcheries et de l’Alimentation de cette province ont été entrepris afin de 
tester deux fongicides, le Bravo 500 (chlorothalonile) et le Dithane 75 DG (mancozèbe), 
pouvant potentiellement être utilisés dans ce type de culture.  Les résultats de cette étude ont 
démontré un taux de sévérité à 11% dans le groupe témoin et un taux d’infection de 5 et 1 % 
pour les deux fongicides (respectivement le Bravo 500 et le Dithane 75 DG) (Pettigrew, 2012). 
Ces résultats ont ainsi permis d’homologuer le Dithane 75 DG comme traitement contre la 
maladie au Québec. Cependant, cette homologation d’urgence est maintenant expirée et les 
producteurs se retrouvent donc sans méthodes testées pour protéger leurs plantations contre la 
maladie. Des travaux sont donc en cours afin d’homologuer de nouveaux produits au Québec 
et dans le reste du Canada (Choquette et Marcoux, 2015). 
 
 
Considérant la nouvelle incidence de cette maladie dans des régions comportant une grande 
partie de la production québécoise et canadienne en arbres de Noël ainsi que les ravages 
potentiels de la maladie sur cette industrie, en plus du manque d’informations et de moyens de 
luttes disponibles, il semble important de développer des outils et des connaissances afin de 
mieux comprendre le cycle de vie de D. balsameae ainsi que son implication dans la maladie.  
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1.6 Détection des agents pathogènes de maladies foliaires 
 
 
Les moyens actuels pour dépister les agents pathogènes causant la brûlure de la pousse, basés 
sur l’observation de l’apparition des structures de disséminations sexuées du champignon au 
microscope, représentent une méthode inefficace afin d’étudier et diagnostiquer les maladies. 
En effet, comme les signes de la maladie doivent avoir complété la maturation de leurs 
structures de reproduction pour pouvoir détecter l’agent causal, les traitements préventifs ainsi 
que l’étude de ceux-ci semble impossible avec les ressources disponibles. Par contre, l’arrivée 
de nouvelles technologies de détection des agents pathogènes des plantes basées sur les 
avancements des dernières années en biologie moléculaire pourrait possiblement faciliter 
l’étude et la détection de cette maladie (Ray et al., 2017). En effet, plusieurs méthodes de 
détection offrant un diagnostic rapide et précis sont maintenant disponibles dans les différentes 
industries de production agricole ainsi que dans d’autres domaines liés aux sciences du vivant. 
Ces méthodes sont généralement séparées en deux classes distinctes. La première classe, 
comprenant les essais immunologiques basés sur la reconnaissance de protéines spécifiques à 
l’agent pathogène par des anticorps tels que les ELISA et les western Blot, sont 
considérablement plus rapides que les techniques d’identification traditionnelles, mais sont 
encore considérés comme ayant une faible spécificité et une faible sensibilité pour identifier 
l’agent causal des maladies chez les plantes (Mancini et al., 2016; Ray et al., 2017).  
 
 
La deuxième classe d’outils, représentée par les différentes techniques détectant les 
champignons au niveau des acides nucléiques, semble être la mieux adaptée pour l’étude de la 
brûlure de la pousse. Effectivement, ces techniques sont souvent considérées comme ayant un 
temps d’exécution rapide, ainsi qu’une forte spécificité et sensibilité (Martinelli et al., 2015). 
Une technique particulière, la réaction de polymérase en chaîne (PCR), est déjà utilisée depuis 
plusieurs années afin détecter des agents pathogènes fongiques dans des cultures végétales 
(Mancini et al., 2016; McCartney et al., 2003; Mumford et al., 2006; Ray et al., 2017). Cette 
technique se base sur la complémentarité de la séquence des amorces avec celle d’une région 
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génétique déterminée de l’ADN à détecter ainsi que sur la polymérisation de l’ADN simple 
brin par une polymérase thermorésistante afin d’obtenir une amplification exponentielle 
détectable. La PCR s’est avérée être un point tournant dans l’avancement des différentes 
disciplines des sciences de la vie (Kulp, 2014). Dans le cas de la détection des maladies 
causées par des champignons chez les conifères, plusieurs exemples d’outils ont été 
développés pour détecter les agents pathogènes dans les tissus. En effet, des agents pathogènes 
tels que Rhabdocline pseudotsugae qui cause le rouge des aiguilles chez les sapins Douglas 
(Pseudotsuga menziesii) (Morgenstern et al., 2014), Lophodermium seditiosum et 
Lophodermium pinastri  qui engendrent des dommages importants chez les aiguilles de pin 
(Stenström et Ihrmark, 2005), Diplodia pinea et Diplodia scrobiculata qui causent la brûlure 
des pousses et le chancre chez les pins (Smith and Stanosz, 2006) ainsi que Gremmeniella 
abietina qui engendre des symptômes tels que le chancre de la tige et le dépérissement chez 
une grande quantité de conifères (Zeng et al., 2005), sont des exemples d’infections qui ont pu 
être détectées et étudiées dans plusieurs tissus à l’aide de la PCR.  
 
 
Les innovations apportées à la PCR au courant des dernières années ont aussi permis 
d’inventer des modifications protocolaires intéressantes améliorant ainsi les capacités de cette 
technique. Notamment en l’utilisant dans un contexte d’outil de détection, des techniques 
comme le « hotstart », où une composante du mélange réactionnel est isolée jusqu’à l’atteinte 
d’une température idéale, ou encore les protocoles de PCR nichées, qui consistent en deux 
amplifications subséquentes où l’amplicon de la première amplification deviendra la séquence 
modèle pour la seconde, sont des exemples de méthodes qui permettent d’augmenter 
l’efficacité des PCRs (Roux, 2009). Une autre technique, la PCR de type «touchdown» 
représente aussi une méthode efficace d’améliorer les propriétés des réactions d’amplification 
conventionnelles. Cette méthode consiste en une modification du protocole classique 
d’amplification en commençant avec une température d’hybridation élevée qui diminuera 
périodiquement à chaque étape d’amplification pour atteindre une température constante qui 
sera maintenue jusqu’à la fin de la réaction. Cette technique permet donc d’amplifier la 
sensibilité et la spécificité sans avoir à ajouter de nouveaux réactifs et d’étapes couteuses en 
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temps, ce qui représente une technique pratique pour le présent projet de recherche (Don et al., 
1991; Korbie et Mattick, 2008; Roux, 2009).  
 
 
Comme les amorces composées de séquences complémentaires à la séquence génétique des 
champignons sont la composante de la PCR qui rend cette réaction spécifique, différentes 
considérations doivent être mises en œuvre afin de pouvoir s’assurer du bon fonctionnement 
de l’outil de détection. Une des considérations les plus importantes est la région génétique 
sélectionnée pour produire les amorces qui serviront à identifier la présence des champignons 
à l’étude. Cette région génétique doit ainsi posséder différentes composantes spécifiques aux 
champignons qui serviront ainsi à sa discrimination lors de la réaction d’amplification par 
PCR.  Dans le contexte des agents causaux de maladies foliaires chez les sapins, peu d’études 
ont été entreprises afin de cerner des régions génétiques qui sont spécifiques à chaque espèce. 
Il est donc nécessaire, dans ce cas, d’utiliser des régions génétiques déjà connues chez d’autres 
champignons, mais qui comportent une certaine quantité de polymorphisme entre les 
différentes espèces de champignon. En ce sens, la région génétique nommée «Internal 
transcribed spacer » (ITS) semble posséder cette qualité. Cette région comportant trois parties 
distinctes, nommées ITS1, 5,8S et ITS2, est comprise entre les régions codant pour les 
sections 18S et 26S de l’ARN ribosomal (Iwen et al., 2002) et est normalement d’une taille 
entre 600 et 800 pb (Larena et al., 1999). Étant considérée comme la séquence « code-barre » 
afin d’identifier les champignons par méthode moléculaire (Crous et al., 2015), environ 172 
000 séquences sont disponibles sur le site de NCBI où 56% de ces microorganismes sont 
identifiés jusqu’à l’espèce (Schoch et al., 2012), ce qui permet la possibilité d’une 
identification et d’une comparaison précise avec les séquences d’espèces voisines. Un autre 
aspect intéressant de cette région génétique est le fait qu’elle est disponible en multiples copies 
dans le génome des champignons, ce qui permet de l’amplifier plus efficacement qu’une 
région qui ne présenterait qu’une copie dans le génome (Larena et al., 1999). En plus des 
usages décrits ci-haut, cette région sert aussi dans des études phylogéniques afin d’aider à la 
classification des champignons.  
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D’autres régions génétiques peuvent aussi servir à concevoir des amorces pour détecter la 
présence de champignons dans divers contextes. Comme ces régions génétiques ont également 
la particularité d'être conservées tout en offrant une variabilité génétique supérieure à celle de 
la région ITS, l’étude de leur séquence peut s’avérer être une autre méthode afin de produire 
des amorces impliquées dans des protocoles d’identification et de détection (Capote et al., 
2012). Deux de ces régions génétiques seront ainsi étudiées en complémentarité avec la région 
ITS. La première, nommée Facteur d’élongation 1α (EF-1α) code pour une protéine impliquée 
dans la traduction de l’ARN en protéines et est utilisée comme marqueur phylogénétique en 
raison de son caractère conservé et de sa présence chez tous les eucaryotes (Barseghyan et al., 
2012). La seconde est la région génétique codant pour la beta-tubuline (BTUB), une protéine 
ayant un rôle primordial dans la structure des microtubules qui est aussi étudiée dans le cadre 
de recherches phylogéniques chez un large spectre d’organismes eucaryotes (Einax et Voight, 
2003). 
 
 
1.7 Problématique du mémoire 
 
 
L’objectif principal du présent ouvrage est donc d’associer Delphinella balsameae aux 
dommages de brûlure dans la pousse chez les sapins baumiers de la province de Québec. Pour 
le moment, les seuls outils de détection utilisés par les différents organismes de dépistage sont 
basés sur l’observation morphologique des symptômes de la maladie. Autre que l’étude de 
Talgø et al. (2016) en Norvège, peu de recherches ont porté sur la brûlure de la pousse et sur 
ces agents causaux. Par ailleurs, même si D. balsameae a été isolé dans les années 40, aucune 
culture n’est disponible dans les collections de champignons, ce qui nécessite de nouveaux 
travaux d’isolement. De plus, ce champignon n’a pas encore été caractérisé au niveau 
moléculaire et biochimique, ce qui motive l’importance de développer des connaissances 
pratiques par rapport à cette problématique qui pourra être ultimement utile pour la 
communauté pratiquant la culture des sapins. Dans le cadre de ce projet de recherche, l’étude 
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de la brûlure de la pousse comportera quatre sous-objectifs. Le premier consiste en 
l’observation des symptômes de la maladie dans des plantations de sapins au Québec dans des 
plantations de l’Estrie et de Chaudière-Appalaches et au prélèvement d’échantillons afin 
d’identifier les différentes étapes du cycle de la maladie et plus particulièrement d’observer la 
présence des fructifications du champignon dans les aiguilles atteintes par les symptômes. 
Deuxièmement, les champignons causant la brûlure seront isolés sur milieux de culture et 
caractérisés en séquençant la région ITS de leur ADN génomique et en séquençant les deux 
autres régions (EF1-α et BTUB) pour procéder à des études génétiques subséquentes. Le 
troisième sous-objectif consiste à utiliser les informations obtenues à l’aide des séquences 
pour produire des amorces spécifiques à D. balsameae qui seront ensuite testées pour leur 
sensibilité et leur spécificité à l’ADN du champignon. Finalement, les amorces serviront à 
détecter la présence de D. balsameae dans des échantillons prélevés en plantation et dans les 
aiguilles d’arbres juvéniles mis en contact avec les spores de celui-ci. 
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Chapitre 2  
 
DÉTECTION DE LA BRÛLURE DE LA POUSSE DANS DES PLANTATIONS DE 
SAPINS BAUMIER (ABIES BALSAMEA) DU QUÉBEC, CANADA 
 
 
 
Description de l’article et contribution 
 
 
La brûlure de la pousse est une maladie d’origine fongique qui a récemment commencé à 
susciter des inquiétudes dans l’industrie des arbres de Noël du Québec. Cette infection, causée 
principalement par Delphinella balsameae dans cette province, cause un recroquevillement 
des aiguilles présentes sur les pousses de l’année suivie par l’apparition de fructifications 
noires visibles à l’oeil nu. Peu d’informations sont disponibles en ce qui concerne le cycle 
vital de l’agent pathogène et les moyens pour contrôler les dommages au feuillage des arbres 
atteints. De plus, les seules méthodes disponibles à ce jour pour détecter la maladie reposent 
sur l’observation des symptômes et signes associés à la maladie. Ces contraintes ont donc 
motivé des travaux scientifiques portant sur la caractérisation de la brûlure de la pousse dans 
les conditions environnementales de la province canadienne du Québec.  
 
 
Des observations régulières ont donc été effectuées pendant les étés 2015 et 2016 afin 
d’observer les dates critiques pour la dissémination des spores. Les fructifications présentes 
sur les aiguilles ont aussi été disséquées afin de pouvoir obtenir des échantillons en culture 
pure des différents champignons présents lors de l’infection. Finalement, l’obtention de D. 
balsameae en culture a permis le séquençage de plusieurs régions génétiques utilisées pour 
concevoir les outils de détection. En effet, des amorces de PCR ont été conçues pour détecter 
ce champignon ainsi que Sydowia polyspora, un champignon phytopathogène isolé à plusieurs 
reprises dans le projet. Ces protocoles de détection ont permis de détecter de façon spécifique 
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de l’ADN jusqu’à une concentration de 10 pg/µl ainsi que dans des échantillons d’arbres 
atteints. Des essais de mise en contact entre des aiguilles infectées par la brûlure de la pousse 
et des milieux de culture ainsi que des arbres juvéniles ont permis de confirmer que D. 
balsameae représente l’agent pathogène principal de la maladie au Québec. 
 
 
Les différents résultats obtenus dans le cadre de cette recherche ont fournis à l’industrie de 
l’arbre de Noël, ainsi qu’aux organismes régissant cette culture, des outils de dépistage qui 
permettront de déterminer l’efficacité de traitements pouvant être utilisés pour contrôler plus 
efficacement la maladie dans les plantations.  
 
 
Les travaux de cette recherche sont présentés sont forme d’un article intitulé « Delphinella 
Shoot Blight Detection in Balsam Fir (Abies balsamea) plantations in Quebec, Canada ». Les 
auteurs de l’article sont Julien F. Guertin, Mina Zitouni, Philippe Tanguay, Richard Hogue et 
Carole Beaulieu. La contribution des auteurs au manuscrit est la suivante : la rédaction et la 
majorité des expérimentations effectuées sont la réalisation de Julien F. Guertin. Mina Zitouni 
a participé aux travaux en effectuant plusieurs des réactions de PCRs d’échantillons 
environnementaux et en participant à l’analyse des séquences. Philippe Tanguay a contribué à 
la mise en place de la méthode d’isolement des agents pathogènes. Carole Beaulieu et Richard 
Hogue ont supervisé l’ensemble des travaux. Carole Beaulieu a révisé l’article qui sera soumis 
à « Plant Disease ». 
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2.1 Abstract 
 
 
Delphinella shoot blight is a disease affecting true firs (Abies spp.), which has recently raised 
concerns in Christmas tree plantations of Quebec (Canada). While Delphinella abietis is 
described as the main pathogenic agent causing Delphinella shoot blight in Europe, 
Delphinella balsameae, its close relative, is rather associated with this disease in Eastern 
Canada. Field studies were made in summers 2015 and 2016 to monitor the different 
developmental stages of the disease and to isolate the causal pathogenic agents. D. balsameae 
was seldom isolated from infected needles while Sydowia polyspora, an opportunistic 
pathogen of conifers phylogenetically closely related to D. balsameae, was very frequently 
isolated. Species-specific PCR protocols were developed to detect both D. balsameae and S. 
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polyspora and were used to evaluate the occurrence of these species in infected and healthy 
needles sampled in Christmas tree plantations of Quebec. While D. balsameae was detected 
only in diseased needles, S. polyspora was frequently found in asymptomatic needles as well 
as in needles displaying shoot blight. Experiments brought evidence that D. balsameae is the 
main causal agent of fir tree shoot blight in Quebec, whereas S. polyspora rather harbors an 
endophytic lifestyle. 
 
 
2.2 Introduction 
 
 
Delphinella shoot blight is a disease specifically associated with true firs (Abies spp.). It has 
been reported to be caused by two fungal species, Delphinella abietis and Delphinella 
balsameae (Funk 1985). This disease is characterized by shoot and needle blights and the 
afflicted conifer structures curl and carry visible dark pseudothecia (Talgø 2012). The 
Delphinella genus belongs to the dothideomycetes, an ascomycetous class which contains 
several plant pathogenic species (Hyde 2011; Schoch et al. 2009). This genus, formely named 
Rehmiellopsis, is morphologically characterized by polysporous asci containing hyaline 
uniseptate spores (Barr 2001). The only characteristic that discriminates the two species 
causing Delphinella shoot blight is the size of sexual reproduction structures. D. balsameae 
harbors slightly larger asci (80140 × 3341 µm) and ascospores (3050 × 712 µm) than D. 
abietis (respectively 5090 × 1822 µm and 1121 × 47 µm) (Funk 1985).  
 
 
While D. abietis have been reported both in the European and North American continents 
(Talgø et al. 2016; Funk 1985; Solheim and Skage 2002; Solheim 2003), D. balsameae seems 
to be predominant in Northern United States and in Eastern and Western Canada (Merrill, 
Wenner, and Kelley 1997; Magasi 1974). In Canada, both fungi have been identified as forest 
fir pathogens since the 1960’s in British Colombia. Both pathogens caused important local 
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infections but were regarded as a threat of minor significance (Fiddick 1969; Forest Research 
Laboratory 1966). However, the situation has changed in the past few years, especially in 
Quebec where high occurrence of the Delphinella shoot blight has been reported since 2010 
and was usually attributed to D. balsameae (Forêts Faunes et Parcs Québec n.d.; Bouchard et 
al. 2012; Natural Ressources Canada 2010). The emergence of this disease has raised serious 
concerns considering the economic importance of the Christmas tree industry in this province 
(Statistics Canada 2016). Christmas trees produced in Quebec mostly include fir species that 
are susceptible to Delphinella infection such as balsam fir (Abies balsamea) (Agriculture 
Pêcheries et Alimentation Québec n.d.). 
 
 
Only few studies have aimed to comprehend and quantify the damages caused by Delphinella 
shoot blight on the Canadian forests and Christmas tree industry (Unger and Fiddick 1978; 
Unger and Vallentgoed 1988). A study on noble fir (Abies procera) in Norway has, however, 
shown an alarming situation where the ratio of discarded branches due to Delphinella 
infection has raised from 31% to 87% between 1994 and 2000 (Solheim and Skage 2002). 
Furthermore, a recent intensive study of this disease in Norway has shown that D. abietis 
could be isolated from asymptomatic fir seedlings (Talgø et al. 2016) raising the concern of 
potential seed infection by the genus Delphinella.  
 
 
Occurrence of Delphinella in fir tissues can be determined by morphological observations of 
the sexual dissemination spores on needles and by the isolation of the pathogens from fresh 
material. The isolation from tissues infected by D. abietis has been reported to be laborious 
(Talgø et al. 2016) and isolation of D. balsameae has, to our knowledge, been reported only 
once in the 1940’s (Waterman 1945). The development of molecular techniques such as 
species-specific PCR emerged as a promising avenue to detect plant pathogens (Henson and 
French 1993; Sankaran et al. 2010; McCartney et al. 2003). Such tools were successfully used 
in the development of detection assay for other causal agents of coniferous trees (Morgenstern, 
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Döring, and Krabel 2014; Stenström and Ihrmark 2005; Smith and Stanosz 2006; Zeng, 
Hansson, and Wang 2005).  
 
 
The aims of this study were to determine the time frame corresponding to the dissemination of 
the sexual spores of shoot blight causing fungi in Quebec Christmas tree plantations, to isolate 
the causal agent(s) of shoot blight disease, and to develop a detection assay using the 
polymerase chain reaction (PCR) technique. 
 
 
2.3 Material and methods 
 
 
2.3.1 Christmas tree plantations under investigation 
 
 
Table 1 lists the Christmas tree plantations that were sampled in this study. These plantations 
are located in the Eastern-Townships and Chaudière-Appalaches regions (administrative 
regions of Quebec, Canada) (Table 1). 
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Table 2.1 Location of the Christmas tree plantations included in this study 
Fir plantation 
assignation 
Location 
Geographical 
coordinatesa 
Year of 
visit 
Research 
activityb 
1 and 2 East-Hereford 
45°04'33.2"N 
71°30'12.2"W 
2015 RSO, PI 
3 Hatley 
45°11'53.8"N 
71°57'46.7"W 
2015 
RSO, PI 
 
4 Stornoway 
45°42'37.1"N 
71°09'28.2"W 
2015 
2016 
RSO, PI, PD 
 
5 
Saint-Éphrem-de-
Beauce 
46°03'34.7"N 
70°57'13.9"W 
2016 RSO, PD 
6 
Saint-Évariste-de-
Forsyth 
45°56'07.2"N 
70°56'58.2"W 
2016 RSO, PD 
aGeographical coordinates refer to the village municipalities as a means to keep the 
participating growing tree farms anonymous 
bRSO = Regular symptom observations, PI = Pathogen isolation assay, PD = PCR detection of 
Delphinella balsameae and Sydowia polyspora 
 
 
2.3.2 Observation of sexual reproduction structures of D. balsameae on Christmas tree 
needles 
 
 
Needles bearing fir shoot blight symptoms were collected periodically from May 11, 2015 to 
August 24, 2015 in infected Christmas tree plantations 1 to 4, and from May 19, 2016 to July 
14, 2016 in plantations 4, 5 and 6. Symptomatic needles were observed for the presence of 
pseudothecia under a SMZ-1B binocular (Nikon). Diseased needles from three different trees 
were collected at each sampling date in the plantations under study. For every sample, 
approximately five pseudothecia per symptomatic needle were subsequently dissected with a 
scalpel to observe asci and ascospores under an optical microscope (Carl Zeiss 47-30-14-
9901). 
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2.3.3 Isolation and identification of D. balsameae  
 
 
Two methods were used to isolate D. balsameae from infected tissues. In 2015, fungi were 
isolated from symptomatic needles according to Plante and Bernier (1997) with the following 
modifications. Pseudothecia were simply crushed in sterilized distilled water before being 
plated on Potato Dextrose Agar (PDA) (Bioshop) medium supplemented with 50 mg/L of 
streptomycin (Sigma-Aldrich). Fungal colonies were further purified by serial transfers on the 
same medium. Purified isolates were maintained on PDA without the antibiotic.  
 
 
In 2016, D. balsameae isolates were recovered using the method of Talgo et al. (2016) 
modified as follows. Symptomatic shoots with mature ascospores, confirmed by fruiting 
bodies observations on needles collected in early June on the plantations, were suspended 
underneath the cover of sterile magenta culture boxes GA7 (Caisson Laboratories) containing 
PDA medium. The boxes were then incubated for 12 days at room temperature. Colonies 
showing dissemination patterns were later purified by streaking them on PDA medium. 
 
 
Identification of the isolated fungi was carried out by partial sequencing of the internal 
transcribed spacer (ITS) region. The elongation factor 1 alpha (EF1-) and the -tubulin 
(BTUB) genes were also sequenced for some isolates. Genomic fungal DNA was isolated 
from approximately 20 to 50 mg of mycelium by lysing the cells using FP120 FastPrep cell 
disrupter and by purifying the released DNA with the FastDNATM SPIN kit for soil (MP 
biomedicals). DNA amplification of the ITS region and of the EF1- and BTUB genes by 
polymerase chain reaction (PCR) was carried out in standard Taq Reaction Buffer (New 
England Biolabs) with 200 µM dNTPs (New England Biolabs), 0.2 µM each primer 
(Integrated DNA Technologies), 1.25 unit Taq DNA polymerase and approximatively 0.4 ng 
of genomic DNA. PCR reactions were performed using a T100 Thermal cycler (Bio-Rad). 
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Primers used in this study and PCR conditions are presented in Table 2 and Table 3, 
respectively. Visualization of the amplicons on electrophoresis agarose gel was carried out 
with a Gel DocTM XR+ using the Image LabTM Software (Bio-Rad).  
 
 
Amplicons were sequenced at the Plateforme de séquençage et de génotypage des génomes of 
the Centre de recherche du CHUL (Quebec City, Canada) with an ABI 3730xl sequencer 
(Applied Biosystems). Sequences of fungi of interest were analyzed using the BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) program from Genbank database 
(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST) and DNA sequences were aligned with those of nearest 
neighbors using Clustal Omega Software. A dendrogram was constructed with MEGA7 
software (Kumar, Stecher, and Tamura 2016) by applying neighbor joining algorythm (Saitou 
and Nei 1987). A Bootstrap analysis was then performed using Felsenstein approach 
(Felsenstein 1985) on the resulting dendrogram. 
 
 
2.3.4 Development of a detection assay for D. balsameae and S. polyspora 
 
 
To develop a specific detection assay for D. balsameae and S. polyspora, primers were 
designed using specific DNA sequences in the three genetic regions ITS, EF1- and BTUB. 
Designed primers were optimized considering hairpin loops, dimers, homology with non-
specific sequences and Tm using the OligoAnalyzer 3.1 software (Integrated DNA 
Technologies). 
 
 
Amplification protocols coupled to selected primers combinations were optimized to ensure 
specific and sensitive detection of D. balsameae and S. polyspora. Specificity of the detection 
method have been determined on three D. balsameae isolates (this study), three S. polyspora 
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isolates (this study), four other fungi isolated from balsam fir (Allantophomopsis sp., Phoma 
sp., Rhizoctonia sp. and Rhizosphaeara sp.) and other fungi from culture collections 
(Cladosporium cladosporioides, Lecythophora sp., Phaeosphaeria sp., Thysanophora 
penicillioides). Sensitivity was assessed by amplifying decreasing quantities of targeted DNA 
ranging from 10 ng to 1 fg. Both characterizations where made using the primers and the 
optimized PCR protocol described in Tables 2 and 3. 
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Table 2.2 PCR primers used in this study. 
Namea Sequence (5’-3’) Purpose Reference 
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
Universal primer to amplify the  
ITS region 
White et al. 
1990 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
Universal primer to amplify the 
ITS region 
 
White et al. 
1990 
983F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT 
Universal primer to amplify the 
EF1-α region 
Rehner and 
Buckley 2005 
2218R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG 
Universal primer to amplify the 
EF1-α region 
Rehner and 
Buckley 2005 
Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
Universal primer to amplify the 
BTUB region 
Glass and 
Donaldson 
1995 
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 
Universal primer to amplify the 
BTUB region 
Glass and 
Donaldson 
1995 
DbalBT1F CAATCCAATCCAATCCAATG 
Primer designed to detect D. 
balsameae 
This study 
DbalBT2R GAGAGTTTCGTATTAGTGGG 
Primer designed to detect D. 
balsameae 
This study 
SpolEF4F CACGTTGCCTTCGTTCCT 
Primer designed to detect S. 
polyspora 
This study 
SpolEF3R TCACCGGGAAGACCCTCG 
Primer designed to detect S. 
polyspora 
This study 
 
a Dbal = Primer detecting D. balsameae, Spol = Primer detecting S. polyspora, BT = Primer 
designed from BTUB region, EF = Primer designed from EF1-α region. Primers in Odd-
numbered positions are forward primers, primers in even-numbered positions are reverse 
primers. 
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Table 2.3 Thermocycler program settings used with different pairs of PCR primers. 
 Settings by primer pairs 
Protocol stepa 
ITS5 
ITS4 
983F 
2218R 
Bt2a 
Bt2b 
DbalBT1F 
DbalBT2R 
SpolEF4F 
SpolEF3R 
Initial denaturation 95°C 
3 min 
95°C 
3 min 
95°C 
3 min 
95°C 
3 min 
95°C 
3 min 
First part - cyclic denaturation 95°C 
30 sec 
95°C 
45 sec 
95°C 
30 sec 
95°C 
30 sec 
95°C 
30 sec 
First part - cyclic annealing 50°C 
45 sec 
68°C 
75 sec 
-1°C/cycle 
68°C 
60 sec 
-1°C/cycle 
60°C 
15 sec 
-1°C/cycle 
65°C 
45 sec 
-1°C/cycle 
First part - cyclic elongation 68°C 
60 sec 
68°C 
90 sec 
68°C 
60 sec 
68°C 
45 sec 
68°C 
45 sec 
First part -  number of cycles 35 cycles 11 cycles 11 cycles 10 cycles 10 cycles 
Second part - cyclic 
denaturation 
- 95°C 
45 sec 
95°C 
30 sec 
95°C 
30 sec 
95°C 
30 sec 
Second part - cyclic annealing - 56°C 
75 sec 
 
57°C 
45 sec 
 
45°C 
45 sec 
55°C 
45 sec 
Second part - cyclic elongation - 68°C 
90 sec 
68°C 
60 sec 
68°C 
45 sec 
68°C 
45 sec 
Second part - number of cycles - 35 cycles 35 cycles 25 cycles 25 cycles 
Final elongation 68°C 
5 min 
68°C 
5 min 
68°C 
5 min 
68°C 
5 min 
68°C 
5 min 
a Because of the adaptation of amplification protocols to touchdown PCR protocols, amplification 
cycles were separated in two parts 
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2.3.5 Detection of D. balsameae and S. polyspora in balsam fir plantations 
 
 
DNA isolation of symptomatic and asymptomatic needles was carried out following 
homogenization of approximately 20 mg of plant tissues using a FP120 FastPrep (4.5 m/sec 
for 2 minutes). DNA was then recovered with the PowerPlant® Pro DNA Isolation Kit (MO 
BIO) using recommendations for high phenolics containing and problematic samples. 
Resulting DNA was then quantified and tested for contamination with a NanoDropTM 2000 
(ThermoFisher Scientific). When necessary, further DNA cleaning was done using Monarch® 
PCR & DNA Cleanup Kit (New England Biolabs). Approximatively 10 ng of the resulting 
DNA was used to amplify a specific region in D. balsameae BTUB gene and in S. polyspora 
EF1- gene, respectively using the DbalBT1F/DbalBT2R and the SpolEF4F/SpolEF3R 
primer pairs as described above and in Table 2 and Table 3. 
 
 
2.3.6 Ability of D. balsameae ascospores to infect balsam fir trees 
 
 
Twenty two-year-old balsam fir trees obtained from the same fir tree plantation in the Eastern 
Townships region were used for this study. They were divided in two groups of 10 trees and 
were planted in a 99-L plastic box sealed with polypropylene film and a plastic cover. Ten 
balsam tree shoots were attached underneath the container cover that was then placed at 
approximately 30 cm above the balsam fir trees. The first group was exposed to balsam fir 
shoots bearing mature fructifications of D. balsameae, while the second group was exposed to 
asymptomatic shoots. After 5 days of exposure, the shoots were removed from the covers and 
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the balsam fir trees were grown for 2 months in a CMP3244 incubation chamber (Conviron) 
with 90% relative humidity, a 16-hours photoperiod with day temperature of 24°C and night 
temperature of 15°C. Needles of each tree were then sampled and the presence of D. 
balsameae in the tissue was tested by isolating DNA and amplifying a Delphinella BTUB 
region using the method described above. 
 
 
2.4 Results 
 
 
2.4.1 Symptoms and observations of the disease 
 
 
Microscopy observations of the balsam fir needles exhibiting shoot blight symptoms (Figure 
2.1, panel B) confirmed the presence on symptomatic leaves of ascus and ascospores 
displaying morphological characteristics previously associated with D. balsameae (Figure 2.1, 
panels C and E); such as cylindric-clavate bitunicate asci with an average size of 80-140 ×33-
41 µm and containing multiple ellipsoidal, uniseptate and hyaline ascospores (usually 16 to 
24) ranging from an average of 30-50 ×7-12 µm (Waterman 1945). 
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Figure 2.1 Fungal reproduction structures observed on balsam fir tree displaying shoot 
blight symptoms and growth of some fungi isolated from these structures. A, Fir tree shoots 
exhibiting shoot blight symptoms, B, Pseudothecia on the superior side of a needle, C, 
Dissection of the pseudothecia to reveal the presence of mature clavate ascus containing 
multiple spores, D, Ascus releasing uniseptate ascospores characteristic of D. balsameae, E, 
Ascus containing uniseptate ascospores characteristic of D. balsameae F, Colonies of D. 
balsameae showing a dissemination pattern, G, 2-weeks-old mycelium of D. balsameae on 
PDA medium, H, 2-weeks-old mycelium as S. polyspora on PDA medium. 
 
 
The presence and dissemination of the reproductive structures of D. balsameae were recorded 
on a regular basis through summers 2015 and 2016. In both years and for all plantations under 
study, asci and ascospores from the needles infected the previous year appeared mature at the 
first observation dates (early to mid-May). In 2015, dissemination started, according to the 
decreasing number of spores in asci, in early June and the asci were mostly empty by mid-
June (Figure 2.1, panels C and D). Early symptoms of the disease such as browning and 
emergence of immature fruiting bodies were observed at the end of June in new shoots. In 
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2016, dissemination ended later, between mid- and end of June. No visible symptoms 
appeared on the new developing shoots before mid-July. 
 
 
2.4.2 Isolation of D. balsameae and S. polyspora from infected needles 
 
 
The method of Plante and Bernier (1997) allowed the isolation of fungi that were divided into 
nine groups according to their morphological properties. One morphotype widely 
predominated. Members of this first group exhibited dimorphism both on solid and liquid 
media, starting with a yeast morphology that changed into filamentous growth resulting in 
dark mycelium (Figure 2.1, panel H) on culture media. The ITS region of five members of the 
predominant group and of one isolate of the other morphogenic groups was sequenced. The 
ITS sequence of isolates belonging to the predominant group (accession number: MF034402) 
showed a high level of homology with the ITS sequence of S. polyspora (at 100% identity 
with only one exception at 99% homology with two nucleotides differences). Fungal isolates 
from the predominant group were thus identified as Sydowia sp. (Figure 2.2). The only isolate 
of the second group presented a morphology consisting of white puffy colonies usually 
secreting dark yellow droplets on solid media (Figure 2.1, panel G). The ITS sequence of this 
isolate corresponded to the one of D. abietis with a 99% homology and only a single base 
disparity (accession number: KY997059, Figure 2.2). The ITS sequence of the other 
morphotypes isolates corresponded to common conifer endophytes or opportunistic pathogens 
frequently found in fir needles (data not shown). 
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Figure 2.2 Phylogenetic tree based on ITS region of species closely related to the 
Delphinella balsameae strains isolated from diseased needles. Code under brackets are 
GenBank accession numbers. 
 
 
The second isolation method consisting of a dissemination assay from diseased needles 
bearing asci and ascospores characteristic of D. balsameae allowed the recovery in one out of 
six PDA containing boxes of multiple similar-looking colonies exhibiting a dissemination 
pattern (see Figure 2.1, panel F). These colonies matched the phenotype of the only isolate of 
the second morphotype (see above) and displayed identical ITS sequences. They were thus 
identified as D. balsameae. 
 
 
2.4.3 Design of specific primers for the detection of D. balsameae and S. polyspora 
 
 
The ITS region and the EF1-α and BTUB genes sequences of Sydowia sp. and D. balsameae 
isolates were obtained to develop primers that could distinguish both species. PCR 
amplification of the ITS, EF1-α and BTUB genetic regions produced fragments of 
approximately 620, 1000 and 430 bp, respectively, for D. balsameae isolates and of 
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approximately 620, 1030 and 420 bp, respectively, for Sydowia sp. isolates. The sequences 
have been deposited on the GenBank database under the accession numbers KY997059, 
KY997090 and MF034404 for D. balsameae, and MF034402, MF034403 and MF034405 for 
Sydowia sp. 
 
 
For both D. balsameae and S. polyspora, a total of 19 primers designed from their ITS, EF1-α 
and BTUB sequences were tested in various pair combinations. The most efficient primer pair 
for the detection of D. balsameae associated DbalBT1F and DbalBT2R (see Table 2) to 
generate a 179-bp amplicon from the BTUB gene. Specificity assays carried out under the 
PCR conditions described in Table 3 showed that the only genomic DNA amplified was from 
D. balsameae (Figure 2.3) and showed no amplification for the DNA of the four fungi from 
culture collections (unpublished data). Under these conditions, the detection limit of D. 
balsameae genomic DNA was 10 pg (Figure 2.3). 
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Figure 2.3 Specificity and sensitivity assays for detection tools developed to identify 
Delphinella balsameae (upper panels) and Sydowia polyspora (lower panels). Lane M: DNA 
marker (100 bp ladder from New England Biolabs), lanes 1a to 1c: D. balsameae isolates, 
lanes 1d to 1f: S. polyspora isolates, lanes 1g to 1j: fir needle endophytic isolates (respectively 
Rhizosphaera pini, Rhizoctonia sp., Phoma sp., and Allantophomopsis sp.), lanes 1k and 2i: 
negative controls with deionized water instead of DNA, lanes 2a to 2h: 10-fold dilutions from 
10 ng to 1fg. 
 
 
The primer pair selected for S. polyspora detection assay was SpolEF4F and SpolEF3R Table 
2) producing a 356-bp amplicon from the EF1-α gene. Under the PCR conditions listed in 
Table 3, this primer pair specifically amplified S. polyspora DNA while the sensitivity assay 
established that an amount of as low as 10 pg could be detected (Figure 2.3). 
 
 
2.4.4 Detection of D. balsameae and S. polyspora in fir tree needles 
 
 
Efficiency of the selected primer pair DbalBT1F and DbalBT2R to specifically detect the in 
planta presence of Delphinella was validated on asymptomatic and shoot blight-exhibiting 
needles. The primer pair SpolEF4F and SpolEF3R was used on the same samples to determine 
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the occurrence of S. polyspora. Both symptomatic and asymptomatic needles from three trees 
showing shoot blight symptoms, as well as needles from three healthy trees, were collected 
every other week from May 19 to July 14, 2016 in a Christmas tree plantation located in Saint-
Évariste-de-Frosyth (fir plantation number 6, Table 1). In addition, diseased needles from 
three trees exhibiting shoot blight symptoms were also sampled in two other Christmas tree 
plantations (fir plantation numbers 4 and 5, Table 1) but only on June 15, 2016. Primers 
DbalBT1F and DbalBT2R allowed the amplification of approximately a 180-bp DNA 
fragment, corresponding to the expected amplicon size of Delphinella target DNA, in all 
samples of needles showing blight symptoms. Amplification was only recorded once in 
asymptomatic needles from diseased trees and Delphinella was never detected by PCR 
amplification in healthy trees (Table 4). 
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Table 2.4 PCR detection of D. balsameae and S. polyspora in fir needles sampled in 
Christmas tree farms in Quebec   
Sampling 
date 
(2016) 
 
Symptomatic needles on 
infected trees 
Assymptomatic needles on 
infected trees 
Assymptomatic needles on 
healthy trees 
Tree 
1 
Tree 
2 
Tree 
3 
Tree 
1 
Tree 
2 
Tree 
3 
Tree 
4 
Tree 
5 
Tree 
6 
May 19 Da,Sb D,S D S -c S S S S 
June 1 D,S D,S D,S S S S S S - 
June 15 d D,S D,S D,S - - - - - - 
June 30 D,S D,S D,S - D,S - S S S 
July 13 D,S D,S D,S S - - S - S 
a D = Detection of D. balsameae 
b S = Detection of S. polyspora 
c  - = No detection of D. balsaemae nor S. polyspora 
d Plantations 4 and 5 were also sampled and analyzed for this date and mirrored Plantation 6 
results 
 
 
Primers SpolEF4F and SpolEF3R allowed the amplification of an approximately 360-bp DNA 
fragment, corresponding to the expected S. polyspora amplicon size of most samples from 
trees harboring shoot blight symptoms. Detection in asymptomatic needles of diseased or 
healthy trees also occurred, but less frequently (Table 4).  
 
 
Young fir trees that were exposed to the presence of shoots harboring or not fruit bodies of 
Delphinella showed signs of stress but no symptom characteristic of the shoot blight disease. 
Nevertheless, PCR performed on these saplings two months after pathogen exposure yielded 
to a product length corresponding to Delphinella DNA target in five out of ten trees exposed 
to the pathogen. No amplification was recorded in the negative control saplings. 
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2.5 Discussion 
 
 
For a long time, fir shoot blight was considered as a minor disease in Canadian Christmas tree 
plantations. However, the disease has become, in the past decade, a serious concern causing 
significant economic loss in many Christmas tree plantations in Quebec. The first aim of the 
work was to determine whether D. balsameae, which has been reported to cause the shoot 
blight in Christmas tree farms of the Northeastern United States, (Merrill, Wenner, and Kelley 
1997), was responsible for the recent disease outbreak in Quebec plantations. Fruiting bodies 
that were observed on the diseased needles contained asci and ascospores characteristic of D. 
balsameae. This pathogen harbors larger ascospores and asci than D. abietis (Funk 1985) 
another causal agent of the disease in forests of Canada (Funk 1985) and Scandinavian 
countries (Talgø et al. 2016). The ellipsoidal ascospores observed in the pseudothecia also 
differed from the ones of the closely related genus Sydowia that may have muriform 
ascospores (Funk 1985). Fruiting bodies observation throughout summers of 2015 and 2016 
suggested that D. balsameae represents the main pathogenic agent causing needle blight 
symptoms of balsam fir trees in Quebec. 
 
  
Observations made in summers of 2015 and 2016 also revealed that the dissemination period 
of ascospores was similar to what has already been described (Waterman 1945). Mature 
ascospores were already visible in early May, one year after the initial inoculation, which 
correspond to bud break of balsam fir trees (Frank n.d.; Powell 1982), as reported by the 
Forest Ministry of Quebec Province. First symptoms on new shoots appeared 6 weeks after 
dissemination of spores, which is also in accordance with the description proposed by this 
organization (Forêts Faunes et Parcs Québec n.d.). Observations of infections made in Norway 
and Canada therefore showed similar descriptions of the dissemination process. 
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Isolation of D. balsameae from ascocarps is rarely successful. In the present study, the most 
frequently isolated fungus was identified as S. polyspora. Talgø et al. (2016) reported that 
isolation of another Delphinella species, D. abietis, was also arduous since secondary 
pathogens masked Delphinella growth on media. In the present study, the rare colonies of 
morphotype 2 were associated with D. balsameae since their ITS sequences differed in only 
one base pair from the one of D. abietis. The hypothesis that these isolates consist of the fir 
shoot blight causal agent was reinforced by the fact that the same morphotype represented the 
sole isolate associated with a propagation pattern in the dissemination assay supporting 
evidence that isolates of the second morphotype produced the sexual sporulation structures 
found on diseased needles. To our knowledge, this work reports for the first time the isolation 
of D. balsameae, complemented by genetic evidences.  
 
 
Comparison between ITS region sequences of D. balsameae isolates and the only D. abietis 
sequence available in NCBI database revealed a close genetic relatedness between the species. 
These two pathogenic fungi are phylogenetically related to S. polysopra (Funk 1985). As S. 
polyspora has been previously identified as the causal agent of the current season needle 
necrosis of true firs (Talgø et al. 2010; Jankowiak et al. 2016), its involvement in the 
development of shoot blight symptoms could thus not be excluded, supporting the importance 
of developing tools that could discriminate both genera in fir tissues. While the ITS region 
comparison between D. balsameae and S. polyspora resulted in only few nucleotide 
dissimilarity in their sequences, other genetic regions such as EF1-and BTUB that are often 
used in phylogenic studies, allowed their discrimination at a molecular level. The discrepancy 
in these genetic regions allowed the development of species-specific PCR assays for both D. 
balsameae and S. polyspora. Both primer pairs DbalBT1F/DbalBT2R and 
SpolEF4F/SpolEF3R could differentiate their respective targeted fungi from each other, from 
other endophytic fungi isolated from diseased fir needles and from four members of other 
fungal genera. Unfortunately, some close species that were used for the design of primers, 
were not tested with the detections assays due to the lack of availability of cultures. Detection 
 41 
limits of the assays were 10 pg genomic DNA which represents similar values to the ones 
described for detection assays developed for other plant pathogens (Smith and Stanosz 2006; 
Meng and Wang 2010; Lan et al. 2013; Durán et al. 2009). 
  
 
The molecular tools developed to detect the presence of D. balsameae or S. polyspora in fir 
needles were used. In contrast to S. polyspora that was detected both in symptomatic and 
asymptomatic trees, D. balsameae was not detected in healthy trees, bringing additional 
evidence that the fungus is the causal agent of shoot blight disease in Quebec plantations. 
Furthermore, D. balsameae was usually not detected in asymptomatic needles sampled in trees 
presenting shoot blight symptoms. This suggests that needle blight probably originates from 
an initial contamination by D. balsameae ascospores scattered from diseased trees rather than 
from a systemic infection of the tree. All attempts to obtain D. balsameae ascospores in 
culture were unsuccessful impeding Koch postulates completion. Nevertheless, the fact that D. 
balsameae was detected in needles in half balsam fir saplings that were exposed to branches 
carrying pathogen pseudothecia but not in the tissues of control plants emphasizes the role of 
ascospore ejection in the pathogen dissemination. Furthermore, the evidences described above 
complement the original characterization research made on D. balsameae by Waterman 
(1945). While the observations of fruiting bodies were made on trees inoculated with 
mycelium and afflicted needles, isolation of the pathogen from experimentally infected 
needles was unsuccessful. Therefore, detection of D. balsameae in infected saplings fulfills 
one of Koch’s postulates. Nevertheless, the hypothesis that needle blight symptoms could 
originate from a systemic infection cannot be ruled out as D. abietis has been detected in fir 
seeds (Talgø et al. 2016).  
  
 
S. polyspora detection assay was positive at least at one sampling date for all healthy and 
diseased trees included in the study. The fungus thus appears to be a common endophyte of fir 
trees, not only in Quebec, but in other regions since it has been isolated from seeds (Talgø et 
al. 2010). In asymptomatic needles, the presence of the fungus has been detected in 67% of the 
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samples treated; while it has been associated with all needles exhibiting blight symptoms. The 
prevalence of S. polyspora in symptomatic needles may indicate a higher population in 
diseased tissue while the detection threshold could not be always reached in apparently 
healthy needles. Some interactions between S. polyspora and D. balsameae may influence the 
emergence of disease development as it has been observed in other plant diseases where 
endophytes enhance the severity of symptoms caused by a pathogenic agent (Busby, Peay, and 
Newcombe 2016; Ridout and Newcombe 2015). As S. polyspora has been identified as the 
causal agent of current season needle necrosis, it may display an endophytic lifestyle before 
entering a pathogenic state as observed with other pathogens. For instance, Dothistroma pini 
and Dothistroma septosporum, two closely related needle blight pathogenic agents also 
included in Dothideomycetes, have been detected on seedlings from nurseries (Millberg et al. 
2016) and were shown to have an asymptomatic stage before causing visible symptoms 
(Kabir, Ganley, and Bradshaw 2015). Another example is Rhabdocline pseudotsugae, a well-
known pathogenic agent of Douglas fir (Pseudotsuga menziesii)  seedlings and multiple 
tissues of infected trees (Morgenstern, Döring, and Krabel 2014; Krabel, Morgenstern, and 
Herzog 2013; Morgenstern, Döring, and Krabel 2013) which implies an endophytic lifestyle 
prior to becoming a pathogenic fungus.  
  
 
In this study, strong evidences that D. balsameae is the primary pathogen causing needle shoot 
blight in Quebec province has been presented. The development of detection tools that 
specifically identify the occurrence of this fungus will enhance the understanding of the 
infection cycle and other epidemiology aspects of this concern. Furthermore, this detection 
assay will open new ways to discover biotic and abiotic factors that promote the establishment 
of Delphinella shoot blight in fir trees. 
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Chapitre 3  
 
DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 
 
 
 
Les travaux entrepris dans le cadre de ce projet de recherche ont permis d’obtenir une grande 
quantité de connaissances en rapport à la problématique étudiée. En effet, le phénomène de la 
brûlure de la pousse dans les plantations du Québec a pu être examiné sous plusieurs facettes. 
 
 
3.1 Élucidation du cycle de la maladie 
 
 
Le cycle de la brûlure de la pousse était peu établi dans la littérature disponible. En effet, les 
seules observations récentes effectuées à ce sujet proviennent de pays comme la Norvège et 
n‘étaient centrées que sur l’espèce Delphinella abietis, un modèle qui diffère de la réalité du 
Québec. L’observation des symptômes de la maladie à des intervalles de temps réguliers a 
ainsi permis de cibler des étapes clés du cycle d’infection sur une interface temporelle durant 
deux années. Tout d’abord, ces données ont été précieuses pour les producteurs de sapin qui 
ont été avertis des avancements de la maladie, en temps réel, et ce pendant les deux saisons 
d’observations prévues dans ce projet. De plus, les observations de l’été 2015 et 2016 
permettent de déterminer une tendance, quant à la période de dissémination des spores, qui 
pourra s’avérer utile lors de la détermination des dates de pulvérisation des fongicides par les 
producteurs. Cette tendance permettra de développer de nouveaux protocoles de contrôle de la 
maladie, adaptés aux réalités québécoises, qui vont s’avérer plus efficaces et donc moins 
coûteux tout en étant plus écoresponsables. 
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3.2 Obtention de cultures et caractérisation génétique 
 
 
L’isolement et l’identification d’endophytes provenant des aiguilles malades ont permis 
d’obtenir des cultures pures de Delphinella balsameae, l’agent causal potentiel de la brûlure 
de la pousse, ainsi que Sydowia polyspora, un autre agent pathogène des sapins très proche du 
genre Delphinella au niveau phylogénétique. L’isolement de ces champignons a permis de 
séquencer plusieurs gènes, utilisés dans des études de phylogénie, qui se sont avérés être un 
facteur clé dans la réussite de la conception d’amorces de PCR servant à la détection de ceux-
ci. L’obtention de plusieurs isolats en cultures pures de ces champignons permettra d’étudier 
certaines de leurs caractéristiques, à ce moment inconnu, qui pourront être très pratiques au 
niveau appliqué, tel que des essais de résistance aux fongicides, ce qui pourrait engendrer une 
amélioration significative des traitements à l’usage dans les plantations. De plus, les séquences 
obtenues en étudiant les gènes des champignons pourront être utilisées dans de futures études 
de phylogénie pour résoudre les ambiguïtés présentement retrouvées dans l’entourage des 
individus isolés qui peuvent être potentiellement confondues à des espèces similaires ayant 
aussi des implications dans les maladies foliaires des conifères. 
 
 
3.3 Avancements du postulat de Koch 
 
 
Les essais de disséminations ainsi que les infections expérimentales des sapins baumiers 
juvéniles ont permis de mettre en évidence certains rôles de D. balsameae dans les symptômes 
observés dans les plantations du Québec, ce qui n’avait jamais été démontré autrement que par 
des observations morphologiques. En effet, le fait de retrouver une multitude de colonies de 
cet agent pathogène potentiel dans les contenants mis en contact avec des aiguilles infectées a 
permis d’associer ce champignon avec les spores observées au microscope sur ces mêmes 
tissus infectés. De plus, la détection de ce champignon dans les aiguilles des sapins infectés, 
après environ deux mois, permet de démontrer son interaction avec les tissus aériens des 
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arbres. Par contre, comme les sapins juvéniles cultivés avec l’agent pathogène ne présentaient 
pas les symptômes caractéristiques de la maladie à la fin de l’expérience, il est impossible de 
considérer le postulat de Koch comme atteint dans ce cas. Dans des recherches futures, il 
serait donc nécessaire de répéter cette expérience en gardant les individus atteints pendant une 
année complète afin de pouvoir observer des fructifications matures de la maladie sur les 
aiguilles infectées et d’y isoler, à nouveau, l’agent pathogène. De plus, il serait intéressant de 
pouvoir produire les ascospores ou encore les conidies de D. balsameae en laboratoire, ce qui 
permettrait d’obtenir un inoculum considérablement plus constant et beaucoup plus facile 
d’emploi dans le contexte de ce projet de recherche. Ultimement, cet aspect lié à l’étude du 
sujet de recherche permettrait de comprendre plus précisément le cycle de la brûlure de la 
pousse et ainsi d’apporter d’autres stratégies de lutte aux producteurs d’arbres de Noël.  
 
 
3.4 Conceptions d’outils de diagnostic  
 
 
Les outils de diagnostic qui ont été développés et optimisés dans le présent ouvrage se sont 
avérés efficaces pour détecter D. balsameae et S. polyspora dans les tissus infectés avec une 
bonne spécificité et un bon seuil de détection. Ils représentent ainsi un des premiers essais de 
détection spécifique de ces deux espèces dans les tissus malades des arbres de Noël. Ces outils 
permettront aux organismes, qui oeuvrent dans la détection des agents pathogènes présents 
dans les plantations des sapins, de déterminer beaucoup plus rapidement et plus efficacement 
l’occurrence de ces agents pathogènes dans les individus susceptibles d’être porteurs ou 
encore infectés. D’un point de vue moins appliqué, ces outils permettront aussi d’élucider la 
distribution des deux agents pathogènes dans les différents tissus des arbres, qu’ils soient 
juvéniles ou matures, et ainsi apporter de nouvelles connaissances quant à leurs stratégies de 
vie qui semble, dans certains cas, ambiguë entre l’endophytisme et le parasitisme. 
Quoiqu’efficaces pour les différents objectifs du présent projet de recherche, des améliorations 
pourraient être apportées à ces deux outils de diagnostic. Effectivement, des travaux pourraient 
être exécutés afin de diminuer davantage leur seuil de détection en appliquant des 
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améliorations telles que des protocoles de type « nichés ». De plus ces protocoles pourraient 
être adaptés aux PCRs à temps réels afin de pouvoir quantifier la présence des deux 
champignons dans les tissus, ce qui augmenterait considérablement la quantité d’informations 
disponible. 
 
 
3.5 Détection des agents pathogènes dans les plantations 
 
 
Finalement, la détection des champignons dans les échantillons prélevés aux plantations a 
permis d’obtenir des informations critiques quant aux comportements des deux champignons 
dans les aiguilles étudiées. Du côté de D. balsameae, le champignon semble se comporter 
comme un agent pathogène plutôt classique, même s’il a été possible de le détecter dans des 
échantillons asymptomatiques. Ce fait viendrait démontrer une phase plus ou moins longue 
d’endophytisme dans les aiguilles représentant une possible réalité discutée dans d’autres 
articles traitant de D. abietis (Talgø et al., 2016). Pour S. polyspora, son rôle comme agent 
pathogène et comme endophyte semble être plus ambigu et porté sur un spectre d’interactions 
avec l’hôte assez large, ce qui avait été observé dans des études antérieures portant sur les 
endophytes du sapin et du pin. Comme ces deux champignons semblent coexister dans les 
aiguilles présentant des symptômes de la brûlure de la pousse, il pourrait être intéressant de 
déterminer leurs interactions communes dans les tissus infectés. Ces recherches pourraient 
potentiellement engendrer des résultats intéressants quant aux connaissances fondamentales 
axées sur les dothideales et leurs rôles de pathogènes chez les plantes ou permettre de mettre 
en évidence de nouveaux paramètres utilisables dans une lutte contre la maladie dans les 
plantations du Québec et dans le reste du monde. 
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3.6 Conclusion 
 
 
Ce projet de recherche a contribué à l’avancement des connaissances se rapportant à la 
nouvelle problématique que cause les cas de brûlure de la pousse dans les plantations d’arbres 
de Noël du Québec. Les informations obtenues concernant le cycle de développement de la 
maladie, l’obtention de cultures fongiques des agents causaux de la maladie pouvant être 
caractérisées, la conception d’outils de diagnostic biomoléculaires et la détermination des 
tendances comportementale des champignons pathogènes consistent en une base importante 
pour des recherches futures. Ces avancements fournissent, aux producteurs d’arbre de Noël du 
Québec, des pistes de solutions dans l’élaboration de nouvelles pratiques limitant 
l’avancement de ces champignons et permettant le contrôle à long terme de cette maladie dans 
leurs plantations de manière efficace et responsable. 
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